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TÓM TẮT 
Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã xây dựng phương pháp xác định dư lượng thuốc thú y 
(Salbutamol, Clenbuterol và Ractopamine) trên nền gan, thịt và thận heo bằng phương pháp 
QuEChERS có sử dụng nội chuẩn đồng vị, phân tích trên hệ thống sắc kí lỏng khối phổ ba tứ 
cực (UPLC-MS/MS) cho độ chính xác cao và tin cậy với giới hạn phát hiện thấp (0,06 µg/kg), 
độ thu hồi và độ lặp lại cao phù hợp với quy định 2002/657/EC của Ủy ban Châu Âu. 
Từ khóa: β2 – Agonist, UPLC-MS/MS, QuEChERS. 
1. MỞ ĐẦU 
Nhóm β2 – agonisttrong dược phẩm dùng điều trị các bệnh hen suyễn do có khả năng gắn 
vào thụ thể β2 – adrenergic trên tế bào cơ trơn. Trong đó, Salbutamol, Clenbuterol và 
Ractopamine thường được thêm vào thức ăn gia súc nhằm tăng thể trọng của vật nuôi [1]. Các 
chất này tồn dư trong thịt sau khi chế biến, gây nguy hại cho người sử dụng (như tăng nhịp tim, 
huyết áp, lo lắng, run cơ …) thậm chí tử vong [2]. Do đó, dư lượng các chất này trong thực 
phẩm đã bị cấm ở nhiều nước trên thế giới. 
Việc xác định các chất nhóm β2 – agonist đã được nghiên cứu bằng nhiều phương pháp 
khác nhau như: kĩ thuật miễn dịch chỉ phù hợp sàng lọc do dễ bị phản ứng chéo gây tỉ lệ dương 
tính giả hoặc âm tính giả cao tại mức 1 µg/L [3]; sắc kí khí kết nối khối phổ (GC-MS) là phương 
pháp phổ biến nhưng phải tạo dẫn xuất, dễ sinh các tạp chất [4]; phương pháp sắc kí lỏng kết nối 
khối phổ ba tứ cực (UPLC-MS/MS) là một trong những phương pháp hiệu quả nhất bởi độ phân 
giải, độ chọn lọc và độ nhạy cao [5]. Có nhiều phương pháp tách chiết các chất β2 – agonist: 
chiết lỏng – lỏng (LLE) không thích hợp cho phân tích hợp chất phân cực [6]; gần đây phương 
pháp QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) trở nên phổ biến do dễ dàng 
thực hiện, an toàn, tiết kiệm thời gian và chi phí, sử dụng kết hợp các hóa chất khác nâng cao 
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hiệu suất thu hồi và độ chọn lọc. Tiếp tục phát triển theo hướng nghiên cứu này chúng tôi đã 
thực hiện đề tài “Xây dựng quy trình xác định β2-Agonist trong thịt, gan, thận heo bằng phương 
pháp QuEChERS kết hợp UPLC-MS/MS” có sử dụng nội chuẩn đồng vị với mục tiêu là: xây 
dựng phương pháp xác định dư lượng Salbutamol, Clenbuterol, Ractopamine trên nền thịt, gan, 
thận heo; thẩm định phương pháp và áp dụng quy trình tại trung tâm kiểm nghiệm Thuốc, Mỹ 
phẩm, Thực phẩm để kiểm tra tồn dư Salbutamol, Clenbuterol và Ractopamine trong sản phẩm 
từ heo lưu hành trên địa bàn thành phố Hồ Chí Minh. 
2. ĐỐI TƢỢNG VÀ PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
2.1. Đối tƣợng nghiên cứu 
- Mẫu trắng: heo giống YORKSHIRE được nuôi 2 năm trước khi mổ bằng thức ăn không 
chứa chất tăng trọng tại trang trại Bảy Mến, xã Thanh Điền, huyện Châu Thành, tỉnh Tây Ninh. 
- Mẫu thử: thịt, gan và thận heo được lấy từ các chợ trên địa bàn thành phố Hồ Chí Minh. 
2.2. Thiết bị, dụng cụ, hóa chất 
Hệ thống HPLC Dionex Ultimate 3000; đầu dò khối phổ TSQ Quantum ACCESSMAX; 
cột GL InertSustain C18, 150 mm × 2,1 mm, 3 µm; acetonitril (LC-MS); acid formic (HCOOH 
98 %, Merck); nước cất 2 lần; chất chuẩn Salbutamol, Clenbuterol, Ractopamine, nội chuẩn 
đồng vị (Salbutamol-D3, Clenbuterol-D9, Ractopamin-D6) của hãng Dr. Ehrenstorfer GmbH. 
2.3. Phƣơng pháp nghiên cứu 
2.3.1. Lựa chọn điều kiện khối phổ 
Khảo sát các thông số nguồn ion hóa, bằng cách tiêm trực tiếp từng chuẩn đơn nồng độ 100 
ppb, thay đổi nhiệt độ mao quản từ 150 oC đến 450 oC, nhiệt độ hóa hơi từ 150 oC đến 450 oC để 
thu cường độ tín hiệu cao nhất đồng thời chọn được ion mẹ có số khối đặc trưng. Thay đổi điều 
kiện khối phổ: năng lượng va chạm (CE), thế phân mảnh ion để bắn phá ion mẹ tạo các ion có 
cấu trúc đặc trưng, từ ion mẹ bắn phá thu được 4 ion con, lựa chọn mảnh có cường độ lớn nhất 
và ổn định làm mảnh định lượng, mảnh có cường độ thấp hơn làm mảnh định danh. 
2.3.2. Khảo sát, lựa chọn điều kiện sắc kí 
Lựa chọn pha động, chương trình pha động, tốc độ dòng, thể tích tiêm để thu được cường 
độ tín hiệu cao và ổn định. Pha hỗn hợp chuẩn và nội chuẩn đồng vị có cùng nồng độ 10 µg/L 
trong acetonitril – nước (1:10); khảo sát hai hệ methanol – nước và acetonitril – nước; tốc độ 
dòng từ 0,2 mL/phút đến  0,4 mL/phút; thể tích tiêm mẫu thay đổi từ 5 µL đến 50 µL. 
2.3.3. Khảo sát điều kiện xử lí mẫu  
Khảo sát khối lượng mẫu (tiến hành giảm khối lượng cân từ 5 g [7] xuống còn 2 g), dung 
môi chiết (khảo sát dung môi chiết có chứa lượng nhỏ acid theo một số nghiên cứu [8], so sánh 
kết quả khi chiết với acetonitril  – isopropanol (4:1) và khi chiết với acetonitril chứa 1 % acid 
formic), tỉ lệ mẫu với thể tích dung môi trong quá trình chiết mẫu (thay đổi tỉ lệ 1 : 1; 1 : 2; 1 : 3, 
lượng muối sử dụng được thay đổi tương ứng với thể tích dung môi), quy trình làm sạch (xử lí 
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dịch chiết lần lượt bằng: 150 mg MgSO4 + 50 mg Primary - Secondary Amine (PSA); 150 mg 
MgSO4 + 50 mg Bondesil - C18; 150 mg MgSO4 + 50 mg C18 – Endcapped; 1 ml n- Hexan) để 
thu được độ lặp lại và độ thu hồi của phương pháp theo quy định của 2002/657/EC [9]. 
2.3.4. Thẩm định phương pháp phân tích [9, 10] 
Xác định tính đặc hiệu: tiêm từng dung dịch chuẩn đơn có nồng độ 10,0 µg/L, tối ưu tự 
động bằng phần mềm TSQtune thu được ion mẹ và 2 ion con đặc trưng cùng năng lượng va 
chạm tương ứng. Xác định khoảng dao động tỉ lệ ion: đo lặp lại 6 lần dung dịch chuẩn hỗn hợp 
(chuẩn và nội chuẩncùng nồng độ 10 µg/L trong acetonitril – nước (1:10)), xác định tỉ lệ diện 
tích ion định danh/ ion định lượng của các lần đo. Độ lặp lại thiết bị: đo lặp lại 6 lần dung dịch 
chuẩn hỗn hợp. Xác định tính tuyến tính: dãy chuẩn có nồng độ 0,05 – 15,00 µg/L (nồng độnội 
chuẩn đồng vịtại mỗi điểm là 1µg/L), lập quan hệ tương quan giữa tỉ lệ nồng độ chất chuẩn/ nội 
chuẩn với tỉ lệ diện tích diện tích pic ion định lượng của chất chuẩn/ diện tích ion định lượng của 
nội chuẩn. Xác định giới hạn phát hiện theo độ lệch chuẩn của mẫu thêm chuẩn ở mức nồng độ 
0,2 µg/kg cho cả 3 chất [10]. Xác định độ đúng, độ lặp lại: phân tích mẫu thêm chuẩn ở 3 mức 
nồng độ: 0,5 MRL; MRL; 1,5 MRL (Mức MRL của Salbutamol là 5,0 µg/ kg, của Clenbuterol là 
0,2 µg/kg và của Ractopamine là 1,0 µg/kg). 
2.3.5. Ứng dụng phân tích mẫu thực tế 
Tiến hành lấy 60 mẫu tại các chợ trên địa bàn thành phố Hồ Chí Minh với 3 nền: thịt heo 
(20 mẫu), gan heo (20 mẫu), thận heo (20 mẫu). Ứng dụng quy trình đã xây dựng xác định dư 
lượng Salbutamol, Clenbuterol và Ractopamine tồn dư trong mẫu. 
3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU VÀ THẢO LUẬN 
3.1. Lựa chọn điều kiện khối phổ 
 
  Bảng 1. Khảo sát ảnh hưởng các thông số trên 
thiết bị khối phổ lên cường độ pic. 
 
Bảng 2. Khảo sát tốc độ dòng (a: 0,2 
ml/phút; b: 0,3 ml/phút; c: 0,4 ml/phút). 



















807202 1254644 1175674  Salbutamol 8,23 5,41 4,05 









758769 1259662 1178378  Clenbuterol 10,22 6,77 5,11 
     Ractopamine 10,73 7,15 5,23 
Theo Bảng 1 nhiệt độ mao quản và nhiệt độ hóa hơi thấp dẫn đến các chất chưa kịp hóa hơi 
dung môi làm giảm ion hóa dẫn đến tín hiệu thấp, ở nhiệt độ cao các chất phân tích có khả năng 
bị phân hủy làm giảm tín hiệu. Vậy sử dụng nguồn ion hóa ESI, chế độ ion dương,nhiệt độ mao 
quản 300 oC, thế nguồn ion hóa 4000 V, nhiệt độ hóa hơi 300 oC thu được tín hiệu tín hiệu cao và 
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ổn định.Tối ưu tự động bằng phần mềm thiết bị cho kết quả các mảnh ion và năng lượng va 
chạm tương ứng. Kết quả khảo sát điều kiện phân mảnh được thể hiện ở Bảng 3 từ ion mẹ thu 
được ion định danh và ion định lượng có cấu trúc đặc trưng, cường độ tín hiệu lớn và ổn định. 
3.2. Khảo sát, lựa chọn điều kiện sắc kí 
Qua kết quả Bảng 2 chọn tốc độ dòng 0,3 mL/phút và dung môi là acetonitril, tốc độ dòng 
thấp chất phân tích ra trong giai đoạn rửa tạp hữu cơ (từ phút thứ 9,6 đến phút thứ 12,7), tốc độ 
dòng cao chất phân tích ra nhanh nhưng tăng áp suất hệ thống và làm tăng áp suất đầu phun, dẫn 
đến mẫu dễ bị mất do chưa kịp ion hóa dẫn đến giảm cường độ pic. Khi sử dụng methanol: các 
chất chồng chập (thời gian lưu của Salbutamol là 11,50 phút, Clenbuterol là 11,75 phút còn 
Ractopamine là 11,70 phút) ở giai đoạn rửa tạp hữu cơ (từ 9,7 phút đến 12,7 phút). 
Thể tích tiêm mẫu: chọn thể tích tiêm 50 µL vì chân pic vẫn cân đối, cường độ tín hiệu lớn 
và ổn định. 
Từ kết quả khảo sát, điều kiện sắc kí được lựa chọn như sau: cột GL InertSustain C18            
(150 mm × 2,1 mm; 3 µm); thể tích tiêm mẫu 50 µL; tốc độ dòng 0,3 ml/phút; pha động gồm 
hỗn hợp acetonitril chứa 0,1 % acid formic (A) – nước chứa 0,1 % acid formic (B) chạy chế độ 
gradient theo Bảng 4. Sắc kí đồ thu được ở Hình 1. 




Ion được tạo 
thành (m/z) 









Salbutamol 239,9 147,8 17  0 6 94 
  165,9 12  1 6 94 
Salbutamol - D3 243 150,9 18  6 35 65 
Clenbuterol 277 202,8 16  9,6 35 65 
  167,8 29  9,7 95 5 
Clenbuterol - D9 286 203,8 16  12,7 95 5 
Ractopamine 302 163,9 14  12,8 6 94 
  120,9 22  17 6 94 
Ractopamine - D6 308 168 15     






















Hình 1. Sắc kí đồ (a) Salbutamol (148; 166), Salbutamol-D3 (151);(b) Clenbuterol (203; 168), 
Clenbuterol-D9 (204);(c) Ractopamine (164; 121), Ractopamine-D6(168) tại mức nồng độ 5 µg/L. 
3.3. Khảo sát điều kiện xử lí mẫu 
Độ thu hồi và độ tái lặp ở mức 2 g so với mức 5 g, không có sự khác biệt khi phân tích 
bằng thống kê vì vậy có thể thực hiện phân tích ứng với khối lượng mẫu thử là 2 g nhằm tiết 
kiệm được chất chuẩn, hóa chất, dung môi. Dung môi chiết là acetonitril  – isopropanol (4:1), 
kết quả khảo sát dung môi chiết cho thấy hiệu suất thu hồi khi chiết với acetonitril chứa 1 % acid 
formic cho hiệu suất thu hồi thấp hơn, mẫu thử bị đông vón lại khá nhanh cản trở quá trình phân 
tán mẫu trong dung dịch. Càng tăng thể tích dung môi chiết hiệu suất thu hồi càng cao, tuy nhiên 
nghiên cứu dừng ở mức 1 : 3 vì tiêu hao lượng muối nhiều khi thể tích dung môi tăng, quan 
trọng hơn là nồng độ chất phân tích nhỏ đi làm giảm độ nhạy của phương pháp. 
So sánh đối chiếu kết quả độ thu hồi và độ tái lặp (Bảng 5), khi dùng các chất hấp phụ như 
PSA hay C18 hiện tượng hấp phụ chất phân tích diễn ra khiến cho độ thu hồi giảm xuống thấp, 
n-Hexan do cấu trúc là mạch thẳng không phân cực nên thích hợp trong việc làm sạch các chất 
béo có trong mẫu, giảm nhiễu đường nền ở thiết bị khối phổ tăng khả năng phát hiện.  
 
Bảng 5. Độ thu hồi và độ lệch chuẩn tương đối của kết quả khảo sát quy trình làm sạch. 
 150 mg MgSO4 
+ 50 mg PSA  
150 mg MgSO4 + 50 
mg Bondesil - C18 
150 mg MgSO4 + 50 
mg C18 Endcapped 
1 ml n-Hexan 
Độ thu hồi 
trung bình (%) 
4,00 5,25 9,35 72,69 








Xây dựng quy trình xác định β2-agonist trong thịt, gan, thận heo… 
207 
Sau khi khảo sát thu được quy trình xử lí mẫu sau: cân 2 g mẫu đã đồng hóa vào ống ly tâm 
50 ml, thêm nội chuẩn, lắc đều, để yên 30 phút trước khi tiến hành thử nghiệm. Thêm 4,8 ml 
acetonitril và 1,2 ml isopropanol, lắc đều, vortex trong 2 phút. Sau đó thêm khoảng 1,44 g NaCl, 
lắc đều, vortex trong 2 phút, thêm tiếp 4,8 g Na2SO4 và 0,6 g MgSO4, lắc đều vortex trong 2 
phút. Li tâm lạnh ở 4 oC, sau đó hút 2 ml lớp trên cho vào ống nghiệm thủy tinh, thổi khô dưới 
dòng khí nitơ. Hòa tan phần cắn với 1 mL nước cất, thêm 1 ml n-hexan, lắc nhẹ trong 2 phút, li 
tâm ở 4 oC, lấy lớp dưới, lọc qua màng lọc mẫu và tiến hành phân tích. 
3.4. Thẩm định phƣơng pháp phân tích 
3.4.1. Tính đặc hiệu 
Từ Bảng 3, một ion mẹ được bắn phá và tạo thành hai ion con (ion mẹ được 1 điểm IP, mỗi 
ion con được 1,5 IP), tổng số điểm nhận dạng của phương pháp ứng với mỗi chất là 4,0 phù hợp 
với quy định 2002/657/EC của hội đồng Châu Âu [9]. 
3.4.2. Khảo sát khoảng dao động tỉ lệ ion và tương thích hệ thống  
Theo quy định 2002/657/EC về khoảng dao động tỉ lệ ion định danh/ ion lượng ta có được 
khoảng cho phép được thể hiện ở Bảng 6.  
Độ lặp lại hệ thống: kết quả ghi nhận thể hiện ở Bảng 7. 
Bảng 6. Khoảng dao động tỉ lệ ion phụ so với ion 
chính.  
Bảng 7. Thời gian lưu và diện tích pic (n = 6). 
Chất 
Tỉ lệ ion 
phụ/ ion định 













Salbutamol 0,28 4,10% 0,21 - 0,35  Salbutamol 18661847 0,75 5,41 0,015 
Clenbuterol 0,31 3,79% 0,23 - 0,39  Clenbuterol 16605252 1,41 7,15 0,015 
Ractopamine 0,70 2,03% 0,56 - 0,84 
 
Ractopamine 8618647 3,64 6,77 0,016 
   (n: Số lần tiêm lặp lại) 
Sự ổn định về tỉ lệ ion định danh/ ion định lượng (RSD < 5 %) cho thấy có thể dùng tỉ lệ 
ion làm yếu tố chính để định danh. 
Sự ổn định về mặt thời gian lưu ( RSD < 1 %) cho thấy có thể dùng thời gian lưu làm yếu 
tố định danh. 
Sự lặp lại của tín hiệu đo tốt ( RSD < 5 %) cho phép định lượng chính xác chất cần phân tích. 
3.4.3. Khoảng tuyến tính 
Dãy chuẩn có nồng độ 0,05 – 15,00 µg/L, hệ số tương quan r > 0,999 cho mỗi chất, như 
vậy trong khoảng nồng độ đã khảo sát phương pháp có sự tương quan tuyến tính chặt giữa tỉ lệ 
diện tích chuẩn/ diện tích nội chuẩn và tỉ lệ nồng độ chuẩn/ nồng độ nội chuẩn (Hình 2). 
  




Hình 2. Đường tuyến tính của Salbutamol, Clenbuterol, Ractopamine. 
3.4.4. Giới hạn phát hiện (LOD) và giới hạn định lượng (LOQ) 
Salbutamol, Clenbuterol và Ractopamine có LOD 0,06 µg/L và LOQ là 0,20 µg/L. (Dựa 
trên độ lệch chuẩn của mẫu thêm chuẩn). 
3.4.5. Độ lặp lại và độ thu hồi 
Các kết quả độ lệch chuẩn tương đối (RSD %) từ 0,51  đến 4,56% và độ thu hồi (R %) nằm 
từ 72,91 % - 115,10 % (Bảng 8). 
3.5. Ứng dụng phân tích mẫu thực 
Kết quả Bảng 9 cho thấy 2 mẫu phát hiện Salbutamol, không phát hiện Clenbuterol và 
Ractopamine, trong đó 1 mẫu có Salbutamol nằm dưới ngưỡng MRL (5 µg/kg). 
Bảng  8. Kết quả khảo sát độ lặp lại và độ đúng của phương pháp. 
Nền mẫu Chất 0,5 X X  1,5 X  
    RSD% R% RSD% R% RSD% R% 
Thịt  
Salbutamol 1,22 105,10 1,96 87,11 1,22 78,41 
Clenbuterol 4,16 83,33 3,21 87,74 3,71 86,92 
Ractopamine 3,54 95,96 1,3 101,40 2,24 93,81 
Gan 
Salbutamol 1,92 87,89 1,53 88,71 1,72 91,23 
Clenbuterol 4,47 74,04 3,95 72,91 4,56 77,50 
  Ractopamine 2,12 108,80 1,39 109,70 2,12 100,56 
Thận   
Salbutamol 1,38 77,64 1,19 84,64 0,51 99,04 
Clenbuterol 4,55 115,10 4,05 108,30 3,03 92,05 
Ractopamine 4,08 95,22 0,7 99,62 0,6 97,07 
  












4. KẾT LUẬN 
Nghiên cứu đã xây dựng được phương pháp xác định dư lượng Salbutamol, Clenbuterol và 
Ractopamine trên 3 nền thịt, gan và thận heo. Kết quả thẩm định cho thấy phương pháp chiết 
QuEChERS và phương pháp phân tích bằng hệ thống sắc kí khối phổ ba tứ cực (UPLC-MS/MS) 
có độ chính xác, tin cậy cao với giới hạn phát thấp (0,06 µg/kg); khoảng tuyến tính từ 0,05 – 
15,00 µg/ L; độ đúng dao động trong khoảng 72,91 %  - 115,10; độ lặp lại với giá trị từ CV % 
0,51 % - 4,56 %. Từ đó, góp phần vào việc củng cố và nâng cao năng lực kiểm nghiệm, quản lí 
thị trường thực phẩm tươi sống đang còn khá phức tạp hiện nay. 
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Thịt heo 20 
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In this paper, a robust QuEChERS method combined with LC/MS/MS for the high-
throughput, sensitive and reliable determination of β2-agonist in pork was established. The 
method had been applied for the screening of three most commonly β2-agonists, such as 
Salbutamol, Clenbuterol, Ractopamine and the lower limits of detection of these compounds 
were 0.06 ng/mL. This method is rapid, simple, reliable and capable of screening multiple β2-
agonists in one run. 
Keywords: veterinary drugs, QuEChERS, UPLC-MS/MS. 
